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Varlanten das Majorallerflena Phi p 1 mam Llaachgras 

Die Ertlndung betriffiVariantan das Mijorellergen* Phi p 1 aue Lleaehgras, 
dadurch gelcannzeichnet, daft olne blaher nicht nidaUctio Haiatetluna von 

9 monomeren, in phyalologiechen Median loallehen und stabilen MolekQlen 
mit Wife van prokaiyontiechen EjpreaBlonseyatamen und damn 
anschlleOende Ralnlgung ertoaan kann. 

Hlntergrund d*r Erflnduna 

10 Alterglen vom Typ 1 haban u»to*etta Badautung. Bia zu 25% der 
Bevolkeruno von InduBtrtaJIslerten Under. lelden imter Beschwerden wte 
alleiBtechar RWn&le. KoniunkHwite odar Bronchlatastnma. die duroh in dar 
LultboflndBoha Alleiiene (AaroaWeigerie} umBmchledncherHemuntt wte 
Pflanzenpollen. Mllben, Katten odar Hundan hervorgerulen vwrden. Bte zu 

1S 4Q% dteaer Typ 1-AIIerglker wledarum xelgen epezlnacha IgE 

(immunoglobulin E)-^ek*mat bal Gittarpollan (Fmtdhoff at al., 1986, J. 
Allergy. Clin. Immunol. 7B, 1 1flQ-201). 

Bel den Typ 1-AHoiflla aualoaendon Subatanzan handell ea alch urn 
Proteine. Glykoprotelne oder Polypeptide. Dleaa AOergene raegieran nach 
20 Aumahma Ober die SohtalmhMulo mttden bal eenrtblllelerten Peraonon en 
der Oberfiache.vun Maateellen gabundenen IgE-MolekQIen. Werden zwi 
IgE-MotekQte dumb am ABergan miteinander vamebS, mhrtdloa zur 
AusschOttung von Medtatoren fc.B. HWamln. Pmttagtandlnen) und 
ZytoWnen dumb die Effaktorz.Ha und demit zu dan anteprachendan 

25 winlBCben Symptomen. 

in Abhongfflkait von der lalaavan Heufigkaitder Alterglker. die IgE- 
Antlkorper gagen beetlmmt* Anenjene aufwatoan. vrtrd Mtaehen Major- 
und Mlnorallergenan untarachleden. Im Fall vom Ueechgre. (Pnteum 



30 



pmfns*) alnd bislana Phi P 1 <P«*n»en et al.. 1993. J- Allergy Clki- 
fmmunoL 92, 760-79*), Ph. p 5 (Matth.eaen und L^netak, 1091 . C*. 
E*p. Allargy 21. 207-307), Phi P 6 (Pataraan at al-. 100B. Int. Arch. Allergy 
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Immunol. 108, 49-54) und Phi p 2/3 (Dolecek et al., 1993) als 
Majorallergene und Phi p 4 (Lowenstein, 1978, Prog. Allergy 25, 1-62) 
sowle Gruppe 10 und 1 1 aus Lolium perenne (Ansari et. ai., 1987, J. 
Allergy Clin. Immunol. 80, 229-235) als Minorallergene charakterislert 
5 worden. 

Als eine der relevantesten Allergengruppen von Graserpollen wlrd 
Gruppe 1 eingestuft (Tamborini, E. etal., Eur. J. Blochem. 1997, 249:886- 
894), zu der Phi p 1 aus Lieschgras gehdrt. Zu Phi p 1 weisen die weiteren 

10 Vertreter der Gruppe 1 aus anderen Grasern Hombldgien von teilweise 

Qber 95% auf (Petersen, A., et al., J. Allergy Clin. Immunol. 1995, 95: 987- 
994). Aufgrund der hohen Homologien treten bei der Sensibilisierung mit 
einem Gras auch Reaktionen auf die Allergene anderer kreuzreaktiver 
Spezies auf. Deshalb sind diese MoiekUle fOr entsprechende Diagnose- 

1 5 und Therapieansatze von Qbergeordneter Bedeutung. 

Bei dem therapeutischen Einsatz dieser Allergene nutzt man die Reaktion 
mit T-Helferzellen, wobei es zu einer Umorientierung der pathologischen 
TH2-Zellen In den TH1-Typ kommt. Daraus ergibt sich eine Veranderung 
des Cytokinprofils derart, daB. BrZellen zur Blldung von IgG statt IgE 

20 stimuliert werden. 



Bei Phi p 1 handeltsich urn ein Protein aus 240 Aminosauren und einer N- 
Glykosylierungstelle. Die Glykosylierungsanteil betragt 5% des 
Molekulargewichtes, welches bei dem naturlichen Protein ca. 30-35 kDa 
25 betragt (Petersen et al., Allergy Clin. Immunol. 1995, 95: 987-994; Suck et 
al., J. Immunol. Meth. 1999, 229:73-80). 

Die Nukleinsauresequenz von Phi p 1 ist bekannt (Laffer et al., J. Allergy 
Clin Immunol. 1994, 94: 689-698; Petersen et. al., J. Allergy Clin. 
Immunol., 1995, 95: 987-94) und kann somit zur rekombinanten 
30 Herstellung des MolekOls genutzt werden. 
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Bisherige Versuche das Molekul in bakteriellen oder eukaryontlschen 
Systemen, wle z.B. Hefe, rekombinant derart herzustellen, daB eine stabile 
monomere Form erhalten wurde, waren wegen seiner mangelhaften 
Loslichkeit nicht erfolgreich: 

5 lm Fall der bakteriellen Expression lagert sich Phi p 1 als EinschluBkdrper 
(inclusion bodies) ab (Vrtala et al., J. Allergy Clin. Immunol, 1996; 97: 781- 
7) und muB vor der Reinigung zunachst denaturiert werden. Im AnschluB 
wird das Denaturierungsmittel entzogen. Eine vollstandige RQckfaltung des 
Proteins in die natQrliche losliche Konfomiation konnte allerdings nicht 

10 erreicht werden. 

Ein mfiglicher Hinderungsgrund fOr die Bildung einer stabilen Konformation 
hatte das Fehlen der Glykosylierung sein kdnnen. Jedoch wurde selbst in 
eukaryontischen Systemen, in denen Glykosylierung mdglich ist, kein 
staoiies Phi p 1 erhalten (K. Grobe, Dissertation, 1998, Universitat 

15 Hamburg). 

Als eine Ursache fQr die fehlende Loslichkeit wird stattdessen eine 
proteolytische Aktivrtat vermutet, die zur Selbstdegradation des Molekuls 
fuhrt (Grobe etal., Eur. J. Biochem. 1999; 263: 33-40; Kirsten Gehlhar, 
Dissertation, 1998, Medizinische Universitat zu LObeck, Deutschland). 

20 Daneben kommen auch hydrophobe Interaktionen zwischen den MolekOlen 
als Ursache fur die Aggregation in Frage. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrund liegende Aufgabe bestand somit in 
der Bereitstellung von Varianten des Majorallergens Phi p 1 aus 
25 Lieschgras, die sich bei voilem Erhalt dertherapeutisch und diagnostisch 
bedeutsamen immunologischen Eigenschaften durch eine verbesserte 
Loslichkeit auszeichnen und die sich somit in pharmazeutisch geeigneter 
Form aufreinigen lassen. 

30 
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Abbildungen 

Abbildung 1: Nukleinsauresequenz und deduzierte Aminosauresequenz 
von rPhl p 1-T236C. 

Das veranderte Triplett zur Erzeugung eines Cysteinrestes ist durch 
5 Unterstreichung gekennzefchnet. 

Abbildung 2: SDS-PAGE des Wildtyps nPhl p 1 (n=naturlich) sowie der 
Faltungsvarianten LM und HM der Allergenvariante rPh! p 1-T236C 
(r=rekombinant) unter reduzierenden On Anwesenheit von Dithiothreitol 

10 DTT) und nicht reduzierenden (ohne DTT) Bedlngungen. 

Bahn 1: Molekulargewichtsstandard (10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 
90, 100, 120, 160, 220 kDa, Bench Mark Protein Ladder, Invitrogen, 
Karlsruhe, Deutschland) 
Bahn 2: Extrakt aus Phleum pratense-PoWen 

15 Bahn 3: nPhl p 1 

Bahn 4: rPhl p 1-LM 
Bahn 5: rPhl p 1-HM 

Abbildung 3: Gelfiltration mit rPhl p 1-HM und rPhl p 1-LM an einer 
20 SephacrylS100-Saule. 

Die Abbildung zeigt, daft die beiden Faltungsvarianten unterschiedliche 
apparente Molekulargewichte aufweisen. 

Abbildung 4: Enzym-AHergo-Sorbent-Test (EAST).zur Quantifizierung der 
IgE-Bindung der Faltungsvarianten rPhi p 1-T236C -LM und -HM 
Auf der horizontalen Achse ist die Konzentration eines Inhibitors der IgE- 
nPhl p 1-Bindung in mol/l aufgetragen, auf der vertikalen Achse ist der 
Grad der Inhibierung in [%] angegeben. Die Messung erfolgte mit nPhl p 1 
an der Festphase und einem typischen Serum eines Graspollenallergikers. 
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Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Oberraschenderweise wurde nun gefunden, da& die EinfOhrung eines 
zusatzlichen Cystein-Restes, vorzugsweise im carboxyterminalen Teil 
(besonders bevorzugt ab Aminosaureposition 140) des MolekQIs zu der 
5 erfindungsgemaB verbesserten L5slichkeit bei unveranderter IgE-Aktivitat 
und T-Zell-Reaktivitat fOhrt. 

Die Erfindung betrifft daher Varianten des Majorallergens Phi p 1 aus 
Lieschgras, die gegenOber dem Wildtyp einen zusatzlichen Cys-Rest 
aufweisen, sowie von den BasismolekOlen abgeleitete Fragmente und 
1 0 Varianten, die die gleichen oder ahnliche vorteilhafte Eigenschaflen 
aufweisen. 

Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Heretellung der erfindungs- 

gemafcenVaiiariten des rekombinanten Majorallergens rPhl p 1, dadurch 

15 gekennzeichnet, daB nach an sich bekannten Methoden in das Phi p 1- 
Gen durch Insertion oder Austausch ein Basentriplett kodierend fur einen 
Cys-Rest eingefuhrt wird, das so veranderte Gen in einem Wirts- 
organismus Qberexprimiert wird und die durch Oberexpression erhaltene 
. Allergenvariantegereinigtwird. 

20 

Vorzugsweise tragen die Oberexprimierten Allergenvarianten zu 
Reinigungszwecken einen gentechnisch eingefOhrten His-Tag. Die 
Reinigung des zunachst unlOslichen Rohproteins erfolgt dann Ober 
mehrere biochemische Trennschritte, umfassend eine zweistufige 
25 Metallionen-Cheiat-Affinitatschromatographien und die Abspaltung des His- 
Tags. Zur Vor- und Nachreinigung konnen verschiedene andere 
Chromatographien sowie De- und Renaturierungsschritte zum Einsatz 
kommen. 

30 Die vorliegende Erfindung unfaBt demnach eine gezielt veranderte 
Primarsequenz des rekombinanten Allergens rPhl p 1, die seine 
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rekombinante Herstellung in bakteriellen bzw. anderen 
Expressionssystemen und die anschlieBeride Reinigung erm5glicht. 
Gegenstand der Erfindung sind somit auch DNA-Molekule, welche fur die 
erfindungsgemaBen Allergenvarianten kodieren. 

5 

Die rekombinanten Proteine sind autoproteolytisch inaktiv und kannen 
daher in stabiler monomerer Fomi in physiologischen, gepufferten oder je 
nach Applikation in anderen Losungen gelagert werden. Die T-Zell- 
Stimulierung zeigt keine signifikamen Unterschiede zwischen 
10 rekombinantem und naturlichem Phi p 1 . 

Die rekombinanten Allergenvarianten und die abgeleiteten Fragmente Oder 
Varianten konnen somit zur Therapie von Graspollen-induzierten 
allergischen Erkrankungen genutzt werden. 
1 5 Aufgrund dieser phamiazeutischen Eignung betrifft die vorliegende 
Erfindung die neuen Allergenvarianten auch in ihrer Eigenschaft als 
Aizneimittel. 

Weiterhin kdnnen die rekombinant hergestellten Allergenvarianten und 
Fragmente zur Diagnostlk von Pollenallergien genutzt werden. 

20 

Bei der Herstellung des gentechnisch veranderten Majorallergens Phi p 1 
aus Lieschgras wird der Aminosaureaustausch durch gerichteten 
Nukleotidaustausch, beispielsweise m'rttels PCR, bewirkt. In einer 
besonders bevorzugten AusfQhrungsform, der Mutante rPhl p 1-T236C, 
wird das Threonin an Position 236 durch Cystein ausgetauscht (siehe 
Abb. 1). Die Austauschstelle konnte jedoch auch an einer beliebigen 
anderen Stelle des MolekQIs, insbesondere jedoch des C-Terminus. 
lokalisiert sein. Als Folge des Austauschs wird gleichzeitig die fOr Phi p 1 
bekannte proteolytische Aktivitat eliminiert. 
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AIs ein weiterer unerwarteter Effekt treten bei der erfindungsgema&en 
Isolierung und Reinigung des MolekOls zwei Faltungsvarianten auf, die 
vollstandig voneinander getrennt werden kfinnen. 
Wahrend sich die eine, als rPhl p 1-LM (LM « low molecular weight) 

5 bezeichnete Konformationsvariante aufgrund ihres ahnlichen bzw. 

identischen Laufverhaltens in der nicht reduzierenden SDS-PAGE (Abb. 2) 
und der Gelfiltration (bspw. an Sepharcryl S-100, vgl. Abb. 3) zu dem 
natQrlichen Protein sehr ahnlich verhalt, liegt die zweite, als rPhl p 1-HM 
(HM ■ high molecular weight) bezeichnete Variante in einer anderen 

1 0 Faltungsform vor. Auch die IgE- ReaktMtat differiert. Wahrend rPhl p 1-LM 
eine dem natQrlichen Protein vergleichbare Reaktivitat aufweist, wird rPhl p 
1-HM von IgE-AntikOrpern weniger gut gebunden (s. Abb. 4). 

Gegenstand der Erfindung sma somit unterschiedliche Faltungsformen der 
15 rPhl p 1 -Allergenvariante T236C und ihre Verwendung fur therapeutische 
und diagnostische Zwecke. 

Beide Faltungsvarianten sind leicht leslich, stabil monomer und haben 
keine nachweisbare proteolytische/autoproteolytische Aktivitat. 

20 Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung dabei die Faltungsform rPhl 
p 1-LM der Allergenvariante T236C, die durch AusfOhren der folgenden 
Verfahrensschritte erhalten werden kann: 

Denaturierung der aus dem Wirtsorganismus isolierten EinschluBkorper mit 
Guanidiniumchlorid, Renaturierung des gelflsten Proteins auf einer Ni- 
25 Chelat-Affinitatschromatographiesaule, Abspalten des His-Tags, erste 
Gelfiltration, Ni-Chelat-Affinitatschromatographie, Isolierung des 
Zielproteins aus dem Durchlauf, zweite, abschlieSende Gelfiltration. 

Daneben betrifft die vorliegende Erfindung noch eine weitere Faltungsform 
30 - rPhl p 1-HM - der Allergenvariante T236C, erhaitlich durch AusfOhren der 
folgenden Verfahrensschritte: 
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Denaturierung der aus dem Wlrtsorganismus isolierten EinschluBkOrper m'rt 
Guanidiniumchlorid, Renaturierung des geldsten Proteins auf einer Ni- 
Chelat-Affinitatschromatographiesaule, Abspalten des His-Tags, erste 
Gelfiltration, Nl-Chelat-Affinitatechromatographie, Elution des Zielproteins 
5 mit einem Imidazolgradienten, zweite, abschlieBende Gelfiltration 

Die Allergenvariante T236C und ihre Faftungsvarianten LM und HM konnen 
in hoher Reinheit erhalten werden und haben wertvolle pharmazeutisch 
relevante Eigenschaften. So konnen sie aufgrund ihrer unterschiedlichen 
1 o Eigenschaften als Gemisch aber auch einzeln zur Diagnostik 

(insbesondere rPhl p 1-LM) und Therapie (insbesondere rPhl p 1-HM) von 
allergischen Erkrankungen eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft daher ebenfalls die Verwendung der Allergen- 
15 varianten und/oder ihre pharmazeutisch verwendbaren Derivate, 

einschlieSlich deren Mischungen in alien Verhaltnissen, zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur spezifischen Immuntherapie sowie Diagnostik von 
Allergien. an deren Ausiasung das Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras 
beteiligtist 

20 Insbesondere betrifft die Erfindung die Verwendung der Allergenvariante 
rPhl p 1-T 236C-LM und/oder ihrer Derivate, einschlieBlich deren 
Mischungen in alien VerhSKnissen, zur in vitro Diagnostik von Allergien, an 
deren Auslosung das Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras beteiligt ist. 

25 Ferner ist Gegenstand der Erfindung eine pharmazeutische Zubereitung, 
enthaltend eine erfindungsgemaBe Allergenvariante und/oder ihre 
pharmazeutisch verwendbaren Derivate, einschliefilich deren Mischungen 
in alien Verhaltnissen, sowie gegebenenfalls Tr§ger- und/oder Hilfsstoffe. 
Hierbei kennen die erfindungsgemaSen Wirkstoffe zusammen mit 

30 mindestens einem festen, flOssigen und/oder halbflussigen Trager- oder 
Hilfsstoff und gegebenenfalls in Kombination mit einem Oder mehreren 
wefteren Wirkstoffen in eine geeignete Dosierungsfonm gebracht werden. 
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Werden die den erfindungsgemaSen Allergemvarianten (bspw. rPhl p 1- 
T236C) zugrunde liegenden DNA-MolekOle mit einem geeigneten 
Expressionsvektor ligiert, konnen diese Konstrukte zudem als Praparate fQr 
5 eine Immuntherapie (DNA-Vakzinierung) angewendet werden. 

Gegenstand der Erfindung 1st daher ebenfalls ein rekombinanter DNA- 
Expressionsvektor, enthaltend ein erfindungsgemaBes ONA-MolekQi, zur 
Behandlung von Allergien, an deren Auslosung das Majorallergen Phi p 1 
10 aus Lieschgras beteiligt ist, durch immuntherapeutische DNA-Vakzinierung. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verwendung des besagten 
Expressionsvektors und/oder seiner Derivate, einschlieSlich deren 

MisefamgeiT-iiralteiTV^ zui Heis t eliung eines Arzneimittels zur 

15 Behandlung von Allergien, an deren Auslosung das Majorallergen Phi p 1 
aus Lieschgras beteiligt ist, durch immuntherapeutische DNA-Vakzinierung. 

SchlieSlich ist Gegenstand der Erfindung eine pharmazeutische 
Zubereitung, enthaltend den besagten Expressionsvektor und/oder seine 
20 pharmazeutisch verwendbaren Derivate, einschlieSlich deren Mischungen 
in alien Verhaltnissen, sowie gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe, 
zur Behandlung von Allergien, an deren Auslosung das Majorallergen 
Phi p 1 aus Lieschgras beteiligt ist, durch immuntherapeutische DNA- 
Vakzinierung. 



Pharmazeutische Zubereitungen im Sinne dieser Erfindung kdnnen als 
Therapeutika in der Human- oder Veterinarmedizin verwendet werden. Als 
Tragerstoffe kommen organische oder anorganische Substanzen in Frage, 
30 die sich fQr die parenterale Application eignen und mit erfindungsgemaiJen 
Allergenvarianten des Majorallergens Phi p 1 aus Lieschgras nicht 
reagieren. Zur parenteralen Anwendung dienen insbesondere L6sungen, 
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vorzugsweise dlige Oder wassrige Ldsungen, ferner Suspensionen, 
Emulsionen Oder Implantate. Die erfindungsgemaGen Allergenvarianten 
kdnnen auch lyophilisiert und die erhaltenen Lyophilisate z.B..zur 
Herstellung von Injektionspraparaten verwendet werden. Die angegebenen 

5 Zubereitungen kdnnen sterilisiert sein und/oder Hilfsstoffe wie Gleit-, 

Konservierungs-, Stabilisierungs- und/oder Netzmittel, Emulgatoren, Salze 
zur Beeinflussung des osmotischen Druckes, Puffersubstanzen und/oder 
mehrere weitere Wirkstoffe enthalten. 
Weiterhin kdnnen durch entsprechende Formulierung der 

1 o erfindungsgemaGen Allergenvarianten DepotprSparate, beispielsweise 
durch Adsorption an Aluminiumhydroxid, erhalten werden. 



NaturgemaB sind Ober die erfindungsgemaBen Mutationen auch weitere 
punktuelie Verlinderungen an anderen Positionen sowie sonstige 
Modifikationen - etwa zur ErhShung der Hypoallergenitat mdglich. Bei 
diesen Modifikationen kann es sich beispielsweise um chemische 
Modifikationen des Allergenextrakts handein (Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (7), 
377-382). Sie kdnnen aber auch gentechnisch auf DNA-Ebene erfolgen, 
wobei z.B. Aminosaure-lnsertionen, -Deletionen und -Austausche, 
Aufspaltungen des Proteins in Fragmente sowie Fusionen des Proteins 
oder seiner Fragmente mit anderen Proteinen oder Peptiden in Frage 
kommen. 

Angesichts der hohen Sequenzhomologien innerhalb der Gruppe 1 
Graspollenmajoraiiergene sind samtliche, hierfOrPhl p 1 beschriebenen 
Effekte betreffend die Verbesserung der Loslichkeit durch EinfQhrung 
eines Cys-Restes und das Auftreten von Faltungsvarianten auch fDr andere 
Vertreter dieser Gruppe zu erwarten. 
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Auch ohne weitere AusfGhrungen wird davon ausgegangen, dass ein 
Fachmann die obige Beschreibung in weitestem Umfang nutzen kann. Die 
nachfolgend beispielhaft beschriebene skizzierte, bevorzugte Aus- 
fuhrungsform gemafi Tab. 1 istdeswegen lediglich als beschreibende, 
5 keineswegs als in irgendeiner Weise limitierende Offenbarung aufeufassen. 
Samtliche Chromatographiematerialen werden von der Firma Amersham 
Biosciences (Freiburg, Deutschland) kommerziell vertrieben. 



10 Beispiel 1 : Gewinnung von rPhl p 1-T236C-LWI und -HIW 

Die fur das Phi p 1 kodierende Sequenz wurde mit 5'- und 3-spezffischen 
Oligonukleotiden mittels PCR amplifiziert und in einen pProEx-Vektor 
(GIBCO, La Jolla, USA) Qber die Ehe I und Hind III Schnittstelle ligiert. Der 
a'-Hnmer wurae an oasenposition 706/707 von GC nach TG derart 

1 5 verandert, daR aus einem f Or Alanin kodierendes ein for Cystein 

kodierendes Triplett entsteht (Essential Molecular Biology; T.A. Brown ed., 
IRL Press, Oxford, 1994). Die Transformation erfolgte in E. coli Origami. 
Der gewahlte Ausgangsvektor pProEx liefert die N-tenninalen Ende 
lokalisierte 6xHis Sequenz, gefolgt von einer Erkennungssequenz fur die 

20 TEV-Protease. 

Die nach der bakteriellen Expression als unlSsliche Aggregate vorliegenden 
rekombinanten, primar6xHIS getaggten rPhl p 1-A236C-Molek0te werden 
nach Vorreinigung in 6 M Guanidiumchlorid (GdmCI), 50 mM Tris/HCI, 500 
mM NaCI, pH 8.0) gelost. Es schlieBt sich eine zweistufige Ni-Chelat- 

25 Affinitatschromatographie an: 

In einem ersten Schritt werden die unter denaturierenden Bedingungen an 
Chelating Sepharose gebundenen Proteine durch einen Gradienten Qber 
90 min von der Denaturierungsldsung in einen Puffer bestehend aus 
50 mM Phosphatpuffer und 500 mM NaCI (pH 7.4) uberfuhrt. Es schlieSt 

30 sich eine Stufenelution mit 500 mM Imidiazol in Phosphatpuffer an. Das 
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renaturierte Fusionsprotein wird mittels einer spezifischen TEV-Protease in 
rPhl p 1 und den 6xHis Fusionsanteil gespalten. 
Zur Vorbereitung auf eine zweite Affin'rtatschromatographie wird eine 
Gelfiltration mit Sephadex G-25 und Phosphatpuffer als Elutionsmittel 

5 durchgefuhrt, wodurch das Imidiazol entzogen wird. 

Das umgepufferte Proteingemisch wird nun zu einer zweiten Ni-Chelat- 
Affinttatschromatographie eingesetzt. Dabei befindet sich ein Teil des 
erfolgreich gespaltenen rPhl p 1 im Durchlauf. Es handelt sich hierbei urn 
die LM-Form des MolekOIs. An der Saule bieibt neben ungespaltenen 

10 MolekQIen auch die Konformationsvariante HM haften, offenbar bedingt 
durch exponierte Histidinreste. Diese gespaltene Variante eluiert in einem 
Imidazolgradienten eher als die ungespaltenen Fusionsproteine, wodurch 
auch diese Form hochrein erhalten werden kann. In einem letzten Schritt 
wird zur Endreinigung und OberfOhrung in ein gewflnschtes Ldsungsmittel 

1 5 eine Gelfiltration mit Superdex 75 durchgefuhrt. 

Tab. 1 Obersicht Qber das erfindungsgemaUe Herstellungs- und 
Reinigunsverfahren 

1. Expression 

2. Isolierung der Inclusion Bodies 

3. Denaturierung 

4. Ni-Chelat-Affinitatschromatographie 1 (Renaturierung) 

5. Abspaltung des HIS-Tags 

6. Gelfiltration (Sephadex G-25) 

7. Nl-Chelat-Affinitatschromatographie 2: Durchlauf: rPhl p 1-LM 

Eluat: rPhl p 1-HM, 
ungespaltenes His-rPhl p 1- 
Fusionsprotein 

8. Gelfiltration (Superdex 75) 
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Beispiel 2: Unterschiedliche IgE-Bindungen des Wildtyps sowie der 
Faltungsvarianten LM und HM der Allergenvariante rPhl p 1-T236C 

In einem gemaS Suck et at. (Int. Arch. Allergy Immunol. 2000; 121: 284- 
5 291 ) durchgefUhrten EAST-lnhibitionsassay mlt einem Allergiker- 

Serumpool werden das nattirtiche nPhl p 1 und die rekombinanten rPhl p 1 
Varianten HM sowie LM hinsichtlich der Starke ihrer IgE-Bindung 
miteinander verglichen (Abb. 4). Es zeigt sich, daft die Variante HM in ihrer 
IgE-Bindung gegenQber dem natOrlichen Phi p 1 Protein deutlich reduziert 
10 ist, wahrend die Variante LM eine mit dem natOrlichen Phi p 1 Protein 
vergleichbare IgE-Bindung aufweist. 



20 
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1. Variante des Majorallergens Phi p 1 aus Lieschgras, dadurch 
gekennzeichnet, daB sfe gegenQber dem Wildtyp einen zusatzlichen 

5 Cys-Rest aufweist. 

2. Allergenvariante nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sich 
der zusatzliche Cys-Rest im carboxyterminalen Bereich befindet. 

10 3. Allergenvariante nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet. daft 
sich der zusatzliche Cys-Rest In einer hdheren als der 
Aminosaureposition 140 befindet 

4. Allergenvariante nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 3, 
1 5 dadurch gekennzeichnet, daB der zusatzliche Cys-Rest aus einem 

Aminosaureaustausch hervorgegangen ist. 

5. Allergenvariante rPhl p 1-T236C gemaB Abb. 1 nach einem oder 
mehreren der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der 

20 zusatzliche Cys-Rest durch Austausch von Thr 236 eingefiihrt wurde. 

) 6. DNA-MolekQI, welches for eine Allergenvariante nach einem oder 

mehreren der AnsprOche 1 bis 5 kodiert. 

25 7. DNA-MolekQI gemaB Abb. 1 , welches fur die Allergenvariante nach 
Anspruch 5 kodiert. 

8. Verfahren zur Herstellung einer Variante des rekombinanten 

Majorallergens rPhl p 1 gemaB einem oder mehreren der AnsprOche 1 
30 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB nach an sich bekannten Methoden 

- in das entsprechende Gen durch Insertion oder Austausch ein 
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Basentriplett kodierend fur einen Cys-Rest eingefUhrt wird, 

- das so veranderte Gen in einem Wlrtsorganismus Qberexprimiert wlrd 
und 

- die durch Oberexpression erhaltene Allergenvariante gereinigt wird. 

5 

9. Verfahren zur Aufreinigung einer Variante des rekombinanten 

Majoraliergens rPhl p 1 gemaB Anspruch 8 in Ibslicher Form, dadurch 
gekennzeichnet, 

dad ausgehend von dem zu Reinigungszwecken mit einem His-Tag 
10 versehenen Oberexprimierten, zunachst unloslichen Rohprotein 

mehrere biochemische Reinigungsschritte, umfassend eine zweistufige 
Metallionen-Chelat-Affinitatschromatographien und die Abspaltung des 
His-Tags, ausgefuhrt werden. 

15 10. Ailergen variante nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, dad sie in unterschiedlichen Faltungsformen 
vorliegt. 

H.Faltungsform rPhl p 1-T236C-LM der Allergenvariante gemaR Anspruch 
20 5, erhaltlich durch Ausfuhren der folgenden Verfahrensschritte: 

- Denaturierung der aus dem Wlrtsorganismus isolierten 
EinschluBkorper mit Guanidiniumchlorid 

- Renaturierung des gelosten Proteins auf einer Ni-Chelat- 
AfFinitatschromatographiesaute 

25 - Abspaiten des His-Tags 

- Gelfiitration 

-Ni-Chelat-Affinttatschromatographie 

- isoiierung des Zielproteins aus dem Durchlauf 

- Gelfiitration 



30 



12. Faltungsform rPhl p 1- T236C-HM der Allergenvariante gemaS 
Anspruch 5, erhaltlich durch AusfQhren der folgenden 
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Verfahrensschritte: 

- Denaturierung deraus dem Wirtsorganismus isolierten 
EinschluBkorper mit Guanidiniumchlorid 

- Renaturierung des gelSsten Proteins auf einer IMi-Chelat- 
5 Affinitatschromatographiesaule 

- Abspalten des His-Tags 

- Gelfiltration 

- Ni-Chelat-Affinitatschromatographie 

- Elution des Zielproteins mit einem Imidazolgradienten 
10 -Gelfiltration 

13. Allergenvariante nach einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 5 und 
1 2 als Arzneimittel. 

15 14. Verwendung der Allergenvariante gemaU Anspruch 13 und/oder ihre 
pharmazeutisch verwendbaren Derivate, einschliefSlich deren 
Mischungen in alien Verhaltnissen, zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur spez'rfischen Immuntherapie von Allergien, an deren Ausldsung das 
Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras beteiligt ist 

20 

15. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine Allergenvariante gemaft 
| Anspruch 13 und/oder ihre pharmazeutisch verwendbaren Derivate, 

einschlieSlich deren Mischungen in alien Verhaltnissen, sowie 
gegebenenfails Trager- und/oder Hilfsstoffe. 

25 

16. Verwendung einer Allergenvariante nach einem Oder mehreren der 
AnsprOche 1 bis 5 und 11 und/oder ihrer Derivate, einschlieRlich deren 
Mischungen in alien Verhaltnissen, zur in vitro Diagnostik von Allergien, 
an deren Ausldsung das Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras beteiligt 

30 ist. 
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17. Rekombinanter DNA-Expressionsvektor, enthaltend ein DNA-Molekul 
nach Anpruch 6 oder 7, zur Behandlung von Allergien, an deren 
AuslSsung das Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras beteiligt ist, durch 
immuntherapeutische DNA-Vakzinierung. 

5 

18. Verwendung des Expressionsvektors nach Anspruch 17 und/oder 
seiner Derivate, einschlie&lich deren Mischungen in alien VerhaKnissen, 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Allergien, an 
deren AuslQsung das Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras beteiligt ist, 

10 durch immuntherapeutische DNA-Vakzinierung. 

19. PharmazeutischeZubereitung, enthaltend einen Expressionsvektor 
gemaB Anspruch 17 und/oder seine pharmazeutisch verwendbaren 
uenvate, einschlreSlich deren Mischungen in alien Verhaltnissen, sowie 

1 5 gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe, zur Behandlung von 

Allergien, an deren Auslfisung das Majorallergen Phi p 1 aus 
Lieschgras beteiligt ist, durch immuntherapeutische DNA-Vakzinierung. 



20 



25 



30 
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Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft pharmazeutlsch bedeutsame Varianten des 
Majorallergens Phi p 1 aus Lieschgras, dadurch gekennzeichnet, daG eine 
bisher nicht mdgliche Herstellung von monomeren, in physiologischen 
Medien leslichen und stabilen MolekQIen mit Hilfe von prokaryontischen 
Expressionssystemen und deren anschlieBende Reinigung erfolgen kann. 
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Abbildung 1 : Nukleinsauresequenz und deduzierte Aminosaure- m , . 
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Abbildung 2: SDS-PAGE von nPhl p 1, rPhl p 1-LM und rPhl p 1-HM 




+ DTT 



- DTT 



Abbildung 3: Gelfiltration mit rPhl p 1-HM und rPhl p 1-LM 




rPhl p 1-HM 

Eiutionbei: 51.41 min 



rPhl p 1-LM 

55.22 min 



Abbildung 4: EAST-lnhibitionstest mit Faltungsvarianten rPhl p 1-T236C- 
LM und -HM 
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